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1. Abkürzungsverzeichnis 
3D Dreidimensional 
CD31 Cluster of Differentiation 31 
Da Dalton 
DHB 2,5-Dihydroxybenzoesäure 
EGFR Epidermal growth factor receptor 
FFPE Formalin-fixiert-Paraffin-eingebettet 
FT-ICR Fourier-Tranformation-Ionenzyklotronresonanz-Analysator 
H&E Hämatoxylin-Eosin-Färbung 
CHCA α-Cyanohydroxyzimtsäure 
IHC Immunhistochemie 
LC Liquid Chromatography 
m/z Masse-zu-Ladungsverhältnis 
MALDI-MSI Matrix-assisted laser desorption/ionization - mass spectrometry 
Imaging 
MS Massenspektrometrie 
MS/MS Tandem-Massenspektrometrie 
PGAM1 Phosphoglyceratmutase 1 
SA Sinapinsäure 
TOF Time-of-flight 
TORS TranOral Robotic Surgery 
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2. Zusammenfassung der Arbeit 
Trotz zahlreicher neuer Therapie- und Diagnosemöglichkeiten hat sich in den letzten 
Jahrzehnten die Gesamtüberlebensrate von Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren nicht 
verbessert. Die detailliertere Aufklärung der molekularen Mechanismen, welche der 
Tumorentstehung- und Progression zugrunde liegen, kann zu einer Verbesserung 
beitragen. Eine Methode, welche dafür genutzt werden kann, ist das neue 
molekulare bildgebende Verfahren MALDI-MS (matrix-assisted laser 
desorption/ionization-mass spectrometry) Imaging. Hierbei können zahlreiche 
Biomoleküle gleichzeigt und ohne a priori-Wissen direkt am Gewebe detektiert und 
analysiert werden. In Intensitätsmappen kann die räumliche Verteilung der Moleküle 
dargestellt werden. Durch die anschließende Korrelation mit klassischen (Immun-) 
histochemischen Methoden können die molekularen Informationen mit den 
histologischen Eigenschaften kombiniert werden. 
Das übergeordnete Ziel der Promotion war es die neue Methode MALDI-MS Imaging 
für eine umfassende molekulare Charakterisierung von Kopf-Hals-Tumoren zu 
nutzen. Die Komplexität der Methode machte es notwendig, die Probenvorbereitung, 
die MALDI-MSI-Messungen sowie die Datenauswertung und –interpretation, für jede 
die konkrete Fragestellung zu optimieren. Final sollte dieser Ansatz in dem Auffinden 
neuer potentieller Marker für die Tumorbereiche im Plattenepithelkarzinom genutzt 
werden. Dafür wurde das bildgebende Verfahren mit bereits in der Klinik etablierten 
Methoden wie der Immunhistochemie, der Histochemie, der LC-MS/MS und der 
Elektronenmikroskopie kombiniert.  
Die vorliegende Arbeit umfasst im Wesentlichen drei Publikationen, welche sich auf 
unterschiedliche Weise mit der Fragestellung beschäftigen. Bei Lotz und Hoffmann et 
al. wurde ein molekulares 3D-Modell eines Oralen Plattenepithelkarzinoms erstellt. 
Dieses Modell zeigt die Heterogenität des Tumors auf Proteinebene, indem 
Segmentierungskarten basierend auf spektrale Eigenschaften mit morphologischen 
Informationen vereint wurden. Dafür wurden die MALDI-MSI-Daten mit H&E- sowie 
IHC-Färbungen korreliert. Es entstand ein interaktives Werkzeug, welches frei 
drehbar ist und virtuelles Schneiden erlaubt und somit neue Einblicke in die 
Tumorgröße,- form und –begrenzung gibt. 
Neben der Proteinanalyse wurde bei Krasny et al. (Kapitel 5.2) das Tumorlipidom 
untersucht. Dafür wurde ein MALDI-FT-ICR-System genutzt, welches eine hohe 
Massenauflösung und -genauigkeit ermöglicht. Es konnte gezeigt werden, dass sich 
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auch auf der metabolischen Ebene die Tumorheterogenität wiederspiegelt. 
Insbesondere der Anteil an Phosphatidylcholinen war in den epithelialen 
Tumorbereichen erhöht.  
In der letzten Publikation (Kapitel 5.3/Hoffmann et al.) wurde ein Protokoll etabliert, in 
welchem erstmalig FFPE-Gewebe von Oralen Plattenepithelkarzinomen für die 
Proteomanalyse mittels MALDI-MSI genutzt wurde. In Kombination mit LC-MS/MS  
konnten neue potentielle Marker, welche für die Tumorregion charakteristisch sind, 
identifiziert werden und gleichzeitig mit bereits genutzten Markern visualisiert werden. 
In ihrer Gesamtheit konnte die vorliegende Arbeit dazu beitragen, MALDI-MS 
Imaging im Bereich der Tumorforschung weiter zu etablieren und neue Erkenntnisse 
zu den molekularen Eigenschaften von Kopf-Hals-Tumoren zu gewinnen.  
  
8 
 
3. Einleitung 
In den letzten Jahren konnten neuste Fortschritte auf dem Gebiet der 
Massenspektrometrie dazu beitragen Methoden mit Hilfe derer eine markierungsfreie 
und gleichzeitige Detektion von Molekülen im Gewebeverband möglich ist, zu 
entwickeln. An jedem Messpunkt werden Massenspektren generiert, welche in 
Intensitätsmappen die Verteilung der Moleküle visualisiert. Je nach Fragestellung 
können somit kleine Moleküle, Lipide, Proteine oder Peptide unter Beibehaltung ihrer 
Lokalisation auch in komplexen Gewebsstrukturen untersucht werden. Diese 
Eigenschaften bieten insbesondere für die translationale Tumorforschung neue 
Möglichkeiten für den Weg zur personalisierten Medizin. Speziell bei Tumoren aus 
dem Kopf-Hals-Bereich besteht eine große Notwendigkeit die noch wenig 
aufgeklärten molekularen Mechanismen, welche der Pathogenese zu Grund liegen, 
weiter aufzuklären.   
 
3.1 Klinische Aspekte von Kopf-Hals-Tumoren 
Als Kopf-Hals-Tumore werden Malignome aus dem Bereich der Mundhöhle, des 
Rachens sowie des Kehlkopfes bezeichnet. Dabei handelt sich zu 90% um 
Plattenepithelkarzinome. Die jährliche Inzidenz beträgt 600.000 Fälle weltweit und 
die Mortalität liegt bei 40-50 % (Ferlay et al. 2015).  
Die Standardbehandlung ist die operative Entfernung des Tumors mit postoperativer 
Radio-Chemotherapie (Grégoire et al. 2010). In den letzten Jahren gab es trotz neuer 
Operationstechniken wie TransOral Robotic Surgery (TORS) (Friedrich et al. 2017) 
und neuer Therapiemöglichkeiten wie dem Verabreichen von  epidermal growth 
factor receptor (EGFR)-spezifischer Antikörper (Bonner  et al. 2006) oder  von 
Immuncheckpointinhibitoren (Moskovitz et al. 2018) keine signifikanten 
Verbesserungen hinsichtlich der Gesamtüberlebensraten (Braakhuis et al. 2014). 
Daraus ergeben sich zahlreiche klinische Herausforderungen.  
Eine Herausforderung ist die komplette Entfernung des Tumorgewebes (R0-
Resektion). In 7,5% bis 10% der Fälle erfolgt eine R1-Resektion, wobei  50% eine 
anschließende Re-Operation und/oder Radiotherapie benötigen (Weijers et al. 2002). 
Die übrigen 50% sind unerkannte R1-Resektionen, von denen 75% ein Rezidiv 
innerhalb der folgenden 2 Jahre entwickeln.  
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Eine weitere Herausforderung ist die Personalisierung der Therapie. Um dies zu 
gewährleisten ist die Aufklärung der molekularen Mechanismen, welche in die 
Tumorentstehung und Progression involviert sind, notwendig.  Auf dieser Basis ist 
das Etablieren von Biomarkern, die eine Prognose des Therapieansprechens 
gestatten, möglich. Hierbei stellt insbesondere die Heterogenität des Tumorgewebes 
ein Problem dar. 
Um den oben genannten Problemen nachzukommen, müssen die bisher genutzten 
Methoden mit neuen technischen Entwicklungen erweitert werden. Eine dieser  
Methoden ist MALDI-Imaging, welche in dieser Arbeit zur molekularen 
Charakterisierung von Kopf-Hals-Tumoren genutzt wurde. In dem folgenden Kapitel 
3.2 wird das Prinzip von MALDI-Imaging genauer erläutert.  
 
3.2 MALDI-MS Imaging 
Matrix-assisted Laser Desorption/Ionisation (MALDI)-Imaging gehört zu den neuen 
molekularen bildgebenden Verfahren, welches erstmalig 1997 vorgestellt wurde 
(Caprioli et al. 1997). Es erlaubt die markierungsfreie und gleichzeitige Detektion 
zahlreicher Moleküle in-vitro, wobei ihr histologischer Kontext erhalten bleibt. Somit 
kann die räumliche Verteilung von kleinen Molekülen, Lipiden, Proteinen, Peptiden, 
Kohlenhydraten und DNA-Segmenten direkt am Gewebeschnitt analysiert und 
visualisiert werden.  
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3.2.1 Das Prinzip von MALDI-MS Imaging 
Der schematische Ablauf eines MALDI-MS Imaging-Experiments ist in Abbildung 1 
dargestellt. In Vorbereitung auf die MALDI-MS Imaging Messung wird der 
Gewebeschnitt mit einer homogenen Matrix-Schicht bedeckt. Die Matrix bildet 
Kokristalle mit den in der Probe vorhandenen Analyten aus.  
Als Bestandteile der Matrix werden Stoffe genutzt welche die Energie der 
entsprechenden Wellenlänge des später eingesetzten Lasers absorbieren. 
Standardmäßig sind dies organische Substanzen wie α-Cyanohydroxyzimtsäure 
(CHCA), Sinapinsäure (SA) oder 2,5-Dihydroxybenzoesäure (DHB). Zusätzlich wird 
die Wahl der Matrix durch die Analyten bestimmt, welche detektiert werden sollen. 
Für die massenspektrometrische Messung wird der Gewebeschnitt mit einem 
Laserstrahl pixelweise beschossen. Dadurch werden an jeder x,y-Koordinate 
Abbildung 1: Schematische Darstellung eines MALDI-Imaging-
Experiments (Schwamborn und Caprioli 2010). 
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Massenspektren generiert. Durch den Laserbeschuss kommt es zur Desorption und 
zur Ionisation der Matrix-Analyt-Kokristalle.  
Anschließend durchqueren die Ionen den Massenanalysator in dem sie getrennt 
werden. Abschließend erreichen sie den Detektor, wobei die Signale in Spektren 
umgewandelt werden. In diesen werden die Signalintensitäten gegen die Masse-zu-
Ladungsverhältnisse (m/z) dargestellt. 
Es gibt verschiedene Typen von Analysatoren, welche sich hinsichtlich des 
physikalischen Prinzips der Trennung unterscheiden. Im Folgenden werden kurz die 
zwei Typen vorgestellt, welche in den Publikationen genutzt wurden: der 
Flugzeitanalysator (time of flight; TOF; Abb. 2a) und der Fourier-Transform-
Ionenzyklotronresonanz-Analysator (FT-ICR; Abb. 2b). Beim TOF-Analysator werden 
die Ionen nach ihrer Flugzeit getrennt, welche von dem m/z abhängt. Leichtere Ionen 
erreichen den Detektor früher als schwerere. Beim FT-ICR-Analysator werden die 
Ionen zunächst in einem Magnetfeld eingefangen. Dort werden sie durch die Lorentz-
Kraft in eine Kreisbahn gezwungen, deren Frequenz vom m/z abhängt. In 
Kombination mit einem elektrischen Wechselfeld nimmt der Radius der Kreisbahn 
spiralförmig zu. Leichtere Ionen erreichen denselben Radius wie schwere Ionen nach 
weniger Zyklen. Detektiert werden dann die Veränderungen der Zyklonenradien. 
Durch die Anwendung der Fourier-Transformation werden die zeitabhängigen 
Signale in frequenzabhängige Daten umgewandelt, wodurch eine zusätzliche 
Steigerung der Frequenzauflösung erreicht wird. 
 
 
Der Vorteil von TOF-Analysatoren ist zum einen ein breiter Massenbereich, welcher 
analysiert werden kann, so dass sowohl Proteine als auch Peptide detektiert werden 
können. Zudem ist es eine schnelle und sehr sensitive Methode. Allerdings ist die 
Abbildung 2: Schematische Darstellung der für die Publikationen genutzten Analysatoren. A) TOF-Analysator, B) 
FT-ICR-Analysator (Glish und Vachet 2003). 
A B 
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Massengenauigkeit nicht hoch genug um eine direkte Identifikation zu ermöglichen, 
wodurch weitere Methoden wie die LC-MS/MS eingesetzt werden. Die 
Massenauflösung welche bei FT-ICR-Geräten erreicht wird ist hingegen so hoch, 
dass hier eine direkte Identifizierung der detektierten Massen möglich ist. Jedoch 
dauern die Messungen länger als mit dem TOF-Analysator. (Trim und Snel 2016) 
Entscheidend für die räumliche Auflösung ist die Größe des Laserfokus. Je nach 
Fragestellung werden standardmäßig 50 bis 200 µm eingesetzt. Die Pixelgröße wird 
durch den Abstand bestimmt, welche die Probe zwischen zwei Laserschusseinheiten 
zurücklegt. Dabei ist die Schrittgröße nicht kleiner als der Laserstrahldurchmesser, 
um ein Überlappen der Messpunkte zu vermeiden. 
 
3.2.2 Daten- und Bildauswertung 
Jede x,y-Koordinate des Messareals wird durch ein MALDI-Spektrum charakterisiert. 
Durch das Plotten dieser Signale gegenüber ihrer Position im Gewebeschnitt können 
Bilder generiert werden. Da während der Messungen die Gewebeschnitte intakt 
bleiben, können nach Entfernung der Matrix die Schnitte für (immun-)histochemische 
Färbungen genutzt werden. Somit ist direkte Korrelation der spektralen Daten mit 
histologischen und/oder pathologischen Merkmalen möglich. 
Es gibt verschiedene Möglichkeiten die räumliche Verteilung der Moleküle im 
Gewebe zu visualisieren. Eine Variante ist die Darstellung eines einzelnen Moleküls. 
Hierbei werden die Intensitäten eines distinkten m/z-Wertes in Falschfarben gezeigt. 
Dies kann für jeden beliebigen m/z-Wert der aufgenommen Spektren durchgeführt 
werden, wobei der m/z-Wert einem Molekül entspricht. Zusätzlich sind statistische 
Auswertungen der komplexen Datensätze möglich. Dabei können grundlegend zwei 
Ansätze unterschieden werden: zum einen die überwachte Methode, bei der 
mindestens zwei bereits bekannte und somit vorgegebene Regionen analysiert und 
verglichen werden. Dies wird beispielsweise genutzt um Peaks zu finden, welche in 
einer bestimmten Region hohe Intensitäten aufweisen und in der anderen Region 
nicht.  
Zum anderen können unüberwachte Methoden angewandt werden. Dies sind zum 
Beispiel die Segmentierung und die Probabilistische latente semantische Analyse 
(pLSA), welche auch in den Publikationen verwendet wurden. Dabei wird lediglich die 
zu analysierende Region festgelegt, innerhalb derer die Spektraldaten analysiert 
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werden sollen.  Die Algorithmen suchen nach Unterschieden und Gemeinsamkeiten 
in den spektralen Informationen. Das Ergebnis ist eine Einfärbung der Spots 
entsprechend der Zugehörigkeit nach einer der gefundenen Datenklassen. 
Weiterhin können durch die Einführung einer virtuellen z-Ebene und volume 
rendering die zweidimensional aufgenommen Datensätze zu einem 3D-Datensatz 
erweitert werden. 
Für die Daten- und Bildanalyse in den Publikationen wurden die kommerziell 
verfügbare Softwares SCiLS Lab und flexImaging genutzt.  
 
3.3 MALDI-Imaging als Werkzeug in der Tumorforschung 
Wie in 3.2 erwähnt, kann mittels MALDI-Imaging jedes Molekül, welches desorbiert 
und ionisiert wurde, in seinem histologischen Kontext dargestellt werden. Dieses 
Molekül muss im Vorfeld nicht bekannt sein. Zusätzlich können zahlreiche Moleküle 
gleichzeitig innerhalb einer Messung detektiert werden. Dies sind die bedeutenden 
Vorteile gegenüber den klassischen histopathologischen Methoden. So ist es für die 
immunhistochemische Färbung notwendig, das Zielprotein zu kennen und einen 
geeigneten Antikörper zu haben. Weiterhin können nur zwei bis drei Antikörper 
gleichzeitig an demselben Gewebeschnitt genutzt werden.  
Diese Limitierungen sind mit MALDI-Imaging nicht vorhanden, so dass es ein 
geeignetes Werkzeug sowohl für die Tumorforschung als auch für die klinische 
Anwendung darstellt. Dies konnte durch zahlreiche Publikationen bereits gezeigt 
werden, was durch (Kriegsmann et al. 2015) umfassend dargestellt wird.  
Zum einen kann MALDI-Imaging für die Entdeckung neuer Biomarker eingesetzt 
werden. Hierbei ist es auf Grund der gleichzeitigen Detektion mehrerer Proteine oder 
Peptide möglich, komplette molekulare Signaturen zu erhalten, welche auch bereits 
etablierte Biomarker mit einschließen können. Dies eröffnet die Möglichkeit eines 
detaillierteren Verständnisses der Entstehung und Progression von Tumoren. 
Insbesondere für die Untersuchung der molekularen Tumorheterogenität ist MALDI-
Imaging geeignet (Alberts et al. 2018).  
Ebenso kann MALDI-Imaging für diagnostische Studien genutzt werden, in denen 
diverse Gewebetypen, bspw. Tumor und Nicht-Tumor, oder prekanzeröse Stadien 
unterschieden werden. Darüber hinaus wurde MALDI-Imaging bereits für 
prognostische Studien eingesetzt, bei denen Protein-Signaturen mit Überlebensraten 
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korreliert werden konnten. Ein anderes Anwendungsgebiet ist die Voraussage von 
Therapieansprechen bzw. möglichen Resistenzen gegenüber Chemotherapeutika 
(Bauer et al. 2010). 
Dies zeigt, dass MALDI-Imaging in Kombination mit den bereits etablierten Diagnose- 
und Therapietechniken zukünftig Pathologen und Kliniker zur Verfügung stehen 
kann. Demnach stellt es einen weiteren Schritt in Richtung personalisierter Medizin 
dar.  
 
3.4 übergeordnete wissenschaftliche Fragestellung 
Die übergeordnete Fragestellung aller im Rahmen der Promotion veröffentlichten 
Publikationen hatte die Aufklärung der komplexen molekularen Tumorstruktur 
humaner Plattenepithelkarzinome aus dem Kopf-Hals-Bereich im Fokus. Dabei sollte 
insbesondere die Anwendung und die damit verbundene Etablierung von MALDI-
Imaging für die Tumorforschung vorangebracht werden.  
Somit reiht sich die vorliegende Arbeit in die Forschungsprojekte der Arbeitsgruppe 
MALDI-Imaging von Prof. Dr. Ferdinand von Eggeling ein, welche sich mit der 
Identifizierung von proteomischen Biomarkern und der Charakterisierung von 
humanem Tumorgewebe mittels verschiedener massenspektrometrischer Verfahren 
beschäftigen. Diese Arbeit baut auf den bisherigen Publikationen der Arbeitsgruppe, 
in denen MALDI-Imaging zur Untersuchung der Tumorheterogenität in 
neuroendokrinen Tumoren, Larynxkarzinomen und pleomorphen Adenomen genutzt 
wurde, auf (Ernst et al. 2015, Alexandrov et al. 2013). 
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4. Zielstellung der Arbeit 
Ziel dieser Arbeit war es das neue molekulare bildgebende Verfahren MALDI-
Imaging für die umfassende molekulare Charakterisierung von Kopf-Hals-Tumoren 
zu nutzen. Dabei sollte gezeigt werden, dass dies auf verschiedenen Ebenen 
möglich ist, welche sowohl das Lipidom als auch das Proteom umfassen sowie Kryo- 
und FFPE-Gewebe einschließen. Letztendlich sollte dieses Verfahren in dem 
Auffinden von neuen Markern, welche charakteristisch für das Tumorgewebe sind, 
resultieren und somit die Tumorforschung entscheidend unterstützen. 
Dafür stand zunächst die Methodenetablierung und –optimierung im Vordergrund. 
Darüber hinaus war die Korrelation mit anderen Methoden wie der (Immun-) 
Histochemie und LC-MS/MS Bestandteil der Arbeit.  
I) Ein erster Teilaspekt bestand in der Etablierung von MALDI FT-ICR Imaging für 
das Untersuchen des Tumor-Lipidoms. Es sollte erstmalig gezeigt werden, dass die 
räumliche Segmentierung von molekularen Daten auch im Bereich höchster 
Massenauflösung angewandt werden kann und somit zur Aufklärung der funktionalen 
Lipidorganisation im Tumor beitragen kann.  
II) Ein weiteres Teilziel der Arbeit war die molekulare 3D-Darstellung eines Kopf-
Hals-Tumors, welcher aus den 2D-Messungen rekonstruiert wurde. Weiterhin sollten 
diese Daten in den histologischen Kontext in Form von hochauflösenden Scans der 
bereits für die MALDI-MS Imaging-Messungen genutzten und anschließend H&E 
gefärbten sowie konsekutiven IHC-gefärbten (anti-CD31) Gewebeschnitten 
eingebunden werden. Hierbei war insbesondere die Standardisierung der 
Probenbearbeitung und Messung von Interesse. Zudem sollten Methoden entwickelt 
werden, welche die Erstellung und Bearbeitung solcher komplexen multimodalen 
Datensätze ermöglichen. Das konkrete Ziel war hier, ein effektives und interaktives 
Werkzeug für die diagnostische Tumorforschung zu entwickeln. 
III) Schließlich sollte MALDI-Imaging eingesetzt werden, um proteomische Marker zu 
finden, welche die Tumorheterogenität  charakterisieren. Dies sollte die erste Studie 
sein, welche dies an FFPE-Gewebe durchführt, um zusätzlich das Potential der in 
großen pathologischen Archiven vorhandenen FFPE-Gewebe auch für MALDI-
Imaging zu nutzen. 
Als wissenschaftliche Kooperationen sind insbesondere das Fraunhofer-Institut für 
Bildgestützte Medizin sowie die Firma SCiLS GmbH für die Datenverarbeitung zu 
nennen. Für die Identifizierung mittels LC-MS/MS fand eine Kooperation mit dem 
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Leibniz-Institut für Naturforschung statt. Die Standardisierung der Aufbereitung von 
FFPE-Gewebe für MALDI-Imaging wird gemeinsam mit der Firma SunChrom im 
Rahmen eines AIF-Projektes bearbeitet. 
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6. Diskussion 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass MALDI-MS Imaging für die molekulare 
Charakterisierung von Kopf-Hals-Tumoren eingesetzt werden kann. Wie in Tabelle 1 
dargestellt, war dies auf verschiedenen Ebenen möglich.  
 
Molekülklasse 
MALDI-MS 
Imaging-System 
Gewebe 
Kombinierte 
Methoden 
Lotz und 
Hoffmann et al. 
Proteine MALDI-TOF Kryo 
H&E 
IHC (anti-CD31) 
Krasny et al. Lipide MALDI-FT-ICR Kryo H&E 
Hoffmann et al. 
Peptide 
(tryptisch verdaute 
Proteine) 
MALDI-TOF 
FFPE 
Kryo 
H&E 
IHC (anti-Vimentin,-
Nucleolin,-PGAM1) 
LC-MS/MS 
Tabelle 1: Übersicht der in den Publikationen analysierten Moleküle, genutzten MALDI-MS-Systeme, 
Gewebearten und kombinierten Methoden.  
Es konnten Methoden etabliert werden, welche die Lipidanalyse und deren 
Auswertung mittels hochauflösendem FT-ICR-MS-Imaging verbessert. Zudem konnte 
ein interaktives 3D-Modell eines Kopf-Hals-Tumors entwickelt werden, welches 
molekulare Informationen mit histologischen kombiniert. Die Verknüpfung von 
MALDI-MSI mit LC-MS/MS und IHC konnte genutzt werden um proteomische Marker 
zu finden und zu identifizieren, welche die Tumorregionen in 
Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals- Bereiches charakterisieren. 
 
6.1 MALDI-MS Imaging 
MALDI-MS Imaging ist immer noch eine recht neue Methode, welche sehr komplex 
und interdisziplinär ist. Dies führt zu zahlreichen Herausforderungen, die gelöst 
werden müssen, bevor eine routinemäßige klinische Anwendung realisierbar ist. 
Beginnend mit der Probenvorbereitung, über die MALDI-MS-Messung, bis hin zur 
Datenauswertung und –interpretation ist eine Standardisierung notwendig.  
 
6.1.1 Probenvorbereitung 
Die Probenvorbereitung ist je nach Gewebetyp und der zu analysierenden Analyten 
unterschiedlich und essentiell für erfolgreiche MALDI-MSI-Experimente. Demnach ist 
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es notwendig, für jede Fragestellung spezifische Protokolle zu etablieren. Dies wurde 
innerhalb dieser Arbeit erfolgreich umgesetzt. 
Vor allem das Nutzbarmachen von FFPE-Gewebe für MALDI-MS Imaging rückte in 
den letzten Jahren immer mehr in den Fokus, da weltweit große Archive von FFPE-
Proben in den Pathologien existieren (Gorzolka und Walch 2014). Aufgrund der 
Konservierung bei gleichzeitiger Stabilisierung der Moleküle und der Morphologie des 
Gewebes sowie der unkomplizierten Langzeit-Lagerung bei Raumtemperatur hat es 
sich bereits Ende des 19. Jahrhunderts zum Goldstandard in den Pathologien 
entwickelt. Zudem ist das Gewebe durch die Einbettung sehr gut schneidbar, so dass 
Dünnschnitte bis zu 4 µm möglich sind. Bei einer Verwendung von FFPE-Gewebe 
können somit mehr Schnitte von einer Probe angefertigt werden als bei der 
Verwendung von Kryoproben. Durch die Formalinfixierung kommt es zu 
verschiedenen Modifikationen der Proteine, welche vor der MALDI-MS-Messung 
rückgängig gemacht werden müssen (Metz et al. 2004). Dies führt zu einem 
komplexen Arbeitsablauf, welcher im Vorfeld des allgemeinen Protokolls (Kapitel 
3.2.1) das Deparaffinisieren, die Antigen-Demaskierung und eventuell einen 
enzymatischen Verdau für die Untersuchung von Proteinen beinhaltet. Jeder 
einzelne Schritt erfordert zahlreiche Handlungsabläufe, was zu einer hohen 
Variabilität führt.  
Innerhalb der vorliegenden Arbeit wurde im Rahmen eines AIF Projektes 
(ZF4394901) ein Protokoll zur Erschließung von FFPE-Proben etabliert, welches für 
die Suche proteomischer Biomarker bei Kopf-Hals-Tumoren genutzt wurde (Kapitel 
5.3/Hoffmann et al.). Dieses Protokoll beinhaltet qualitative Kontrollpunkte innerhalb 
des Arbeitsablaufes. Vor allem die Antigendemaskierung sowie der tryptische Verdau 
sollen dadurch objektiv evaluiert werden.  
Für den 3D-Datensatz (Kapitel 5.1/Lotz und Hoffmann et al.) wurde Kryogewebe 
genutzt. Die Prozessierung von Gefrierschnitten für MALDI-MSI erfordert weniger 
Schritte, da die Moleküle in ihrem nativen Zustand erhalten bleiben. Das 
Rückgängigmachen der Modifikationen durch die Formalinfixierung ist nicht 
notwendig. Allerdings bestehen auch hier die Anforderungen an reproduzierbare 
Ergebnisse, da sich das Experiment aufgrund der Anzahl der Schnitte (n=58) über 
mehrere Wochen erstreckte. Alle Parameter wurden über diesen Zeitraum gleich 
gehalten und externe Kalibrierungsstandards vor jeder Messung genutzt. Allerdings 
fehlen bisher objektive Werte zur Qualitätsbewertung der Spektren, so dass ein 
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manueller Vergleich der Messungen über bekannte anatomische Strukturen und 
ihnen zugehörige m/z-Werte stattfand.  
Für die Verwendung sowohl von Gefrierschnitten als auch von FFPE-Schnitten sind 
objektive Qualitätskontrollen unbedingt notwendig. Aktuelle Studien auf diesem 
Gebiet wurden bereits zusammengefasst (Erich et al. 2017). Zusätzlich werden dort 
quantitative Kennzahlen vorgestellt, deren Implementierung in die bestehenden 
Protokolle zukünftig von großer Bedeutung ist. 
Ein anderer Aspekt der Probenvorbereitung betrifft das Auftragen der Matrix. Hierbei 
ist es besonders wichtig, eine homogene Schicht mit möglichst kleinen Kristallen zu 
erzeugen. Gleichzeitig muss eine gute Extraktion der Analyten erfolgen, was vor 
allem bei Proteinen und Peptiden eine gewisse Feuchtigkeit voraussetzt, die jedoch 
nicht zur Diffusion der Analyten führt. Generell dürfen durch das Auftragen der Matrix 
keine Artefakte entstehen, die in falschpositiven oder falschnegativen Signalen 
resultieren. Dafür wurden im Rahmen der Promotion die Eigenschaften 
(Homogenität, Kristallgröße) verschiedener Matrices mittels elektronen-
mikroskopischer Messung analysiert und an Referenzgeweben (Maushirn, 
Mausleber) getestet. Darauf basierend konnten Protokolle für kommerziell 
erwerbbare Matrixsprayer entwickelt werden.  
 
6.1.2 MALDI-MSI-Messung 
Im Rahmen der Promotion war neben der Analyse von tryptisch verdauten Proteinen 
(Kapitel 5.3/Hoffmann et al.) auch die Analyse von intakten Proteinen im 
Tumorgewebe von Bedeutung. Hier konnten jedoch keine biologisch relevanten 
Ergebnisse produziert werden. Dies liegt unter anderem an Limitierungen, welche der 
Methodik von MALDI-MS Imaging inhärent sind (Stauber et al. 2010). Moleküle mit 
einer Größe von über 30 kDa sind nur schwer zu detektieren. Somit wird ein Großteil 
der Proteine von der Analyse ausgeschlossen. Für die Analyse kleinerer Moleküle 
wie Peptide und insbesondere Lipide ist MALDI-MSI jedoch besonders gut geeignet. 
Weiterhin ist bei allen im Rahmen der Arbeit gemachten Studien zu beachten, dass 
es sich um eine sehr geringe Probenzahl handelt. Ein Grund dafür ist, dass die reine 
Messzeit mit ca. 12h pro 1 cm2 Gewebe bereits sehr lang andauert. Schnellere 
Messungen sind bei einer geringeren räumlichen Auflösung möglich. Allerdings muss 
hinsichtlich der Fragestellung abgewogen werden welche räumliche Auflösung 
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zunächst geeignet und realisierbar ist. Für die feinstrukturierten Tumorgewebe war 
es notwendig, die höchstmögliche Auflösung zu nutzen. Um diese Daten in Zukunft 
an größeren Probenmengen zu validieren, kann nach der erfolgten Identifizierung der 
charakteristischen Proteine in den Plattenepithelkarzinomen die räumliche Auflösung 
auf 200 µm reduziert werden. Somit sind ein deutlich schnelleres Messen und ein 
höherer Probendurchsatz möglich.  
 
6.1.3 Datenauswertung und –interpretation 
Ein einziger MALDI-MSI-Datensatz besteht aus tausenden Spektren. Zuzüglich der 
hochaufgelösten Scans der histologischen Schnitte liegt das Speichervolumen pro 
Datensatz bei über 1 GB oder 100 GB bei FT-ICR-Datensätzen. Insbesondere bei 
der Erstellung und Auswertung des 3D-Datensatzes musste ein Kompromiss 
gefunden werden, um die produzierte Datenmenge möglichst gering zu halten und 
somit ein praktikables Werkzeug vorliegen zu haben. Daher wurden die Bilder der 
histologischen Färbungen nicht in der höchsten Auflösung verwendet, jedoch so 
gewählt, dass sie zu der 50 µm-Auflösung der MALDI-MSI-Messungen passen.    
Darüber hinaus ist die Daten- und Bildauswertung solcher komplexen Datensätze 
nicht trivial und bedarf einer effizienten und geeigneten Analyse. Um diese 
Entwicklung voranzutreiben, wurde im Rahmen eines EU-Projektes (COMPUTIS, 
www.computis.org) ein einheitliches und frei verfügbares Datenformat namens 
imzML entwickelt (Schramm et al. 2012). Um eine erfolgreiche Weiterentwicklung 
und um einen Austausch zu gewährleisten, wurden die Rohdaten des 3D-
Datensatzes in diesem Format zur freien Verfügung veröffentlicht (Oetjen et al. 
2015). Damit sollen Impulse für neue und innovative bioinformatische Entwicklungen 
gesetzt werden.  
Für die Visualisierung und Untersuchung der heterogenen Gewebsstruktur der 
Proben wurden die Segmentierung und die pLSA genutzt. Dabei konnten gute 
Übereinstimmungen der spektralen Daten mit den pathohistologischen Annotationen 
festgestellt werden. Jedoch gab es Areale, welche keine Übereinstimmung zeigten 
(Kapitel 5.2/ Krasny et al.). Die mittels MALDI-MSI detektierten molekularen 
Veränderungen sind auch dann nachweisbar, wenn die Regionen noch keine 
morphologisch sichtbaren Veränderungen zeigen. Dieser eigentliche Vorteil 
erschwert jedoch die Datenauswertung. Die manuellen pathologischen Annotationen 
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beruhen auf den sichtbaren Veränderungen der Gewebe- und Zellstruktur. Ob es 
sich um tatsächliche Abweichungen oder um Artefakte handelt, lässt sich nur schwer 
feststellen. 
Großes Potential liegt in der Multimodalität. Hierbei kann MALDI-MS Imaging mit 
weiteren analytischen Methoden ergänzend kombiniert werden. Daher wurde in 
einem weiteren Projekt ein neuer Workflow entwickelt, bei dem Raman-
Spektroskopie-Imaging mit MALDI-MS Imaging verknüpft wurden (Bocklitz et al. 
2015). Raman-Spektroskopie ist nicht destruktiv, so dass es vor MALDI-MS Imaging 
für eine objektive Annotation verschiedener Gewebetypen genutzt werden kann.  
Anschließend können deren detaillierten molekularen Eigenschaften mit MALDI-MS 
Imaging analysiert werden. 
 
6.2 Identifizierung von m/z-Werten 
Ein weiterer Aspekt, der in Zusammenhang mit der Biomarkersuche diskutiert 
werden muss, ist die Identifizierung von m/z-Werten. Aufgrund der komplexen 
Gewebsstruktur und der damit verbundenen Vielzahl an Molekülen, welche detektiert 
werden, ist dies eine große Herausforderung. In diesem Zusammenhang spielt die 
Massengenauigkeit und Massenauflösung eine entscheidende Rolle. Für die Analyse 
von kleinen Molekülen steht eine Vielzahl an Massenspektrometern zur Verfügung, 
welche verschiedene Vor- und Nachteile haben. Für die Lipidanalyse in der 
vorliegenden Arbeit wurde MALDI-FT-ICR MSI genutzt (Kapitel 5.2/Krasny et al.). 
Dieses Konzept wurde erstmalig in der Arbeitsgruppe von Ron Heeren vorgestellt 
(Taban et al. 2007). Die in dem Tumorbereich auffälligen m/z-Werte wurden mit der 
LIPID MAPS Datenbank verglichen (www.lipidmaps.org). Aufgrund der hohen 
Massenauflösung konnten die Lipidgruppen identifiziert werden. Allerdings bedarf es 
für die konkrete Aussage, um welche Lipide es sich handelt weiterer Methoden wie 
LC-ESI-MS/MS der Lipidextrakte.  
Für die Proteinidentifizierung wurden zum einen ein tryptischer Verdau direkt auf dem 
Gewebeschnitt und zum anderen die Korrelation mit LC-MS/MS-Daten durchgeführt, 
welche von lysierten Schnitten der gleichen Proben generiert wurden (Kapitel 
5.3/Hoffmann et al.). Der Ionenspiegel des Massenspektrometers steigert zwar die 
Auflösung, allerdings reicht sie nicht für eine Identifizierung. Ein weiteres Problem 
liegt darin, dass die detektierten charakteristischen Massen in nicht ausreichender 
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Konzentration im Gewebe vorlagen, so dass auch der Einsatz von MS/MS-Analysen 
direkt von den Gewebeschnitten nicht möglich war. Zukünftig müssen weitere 
technische Entwicklungen Abhilfe schaffen, um eine Identifizierung leichter zu 
ermöglichen. 
Die oben genannten Probleme machen eine Validierung der identifizierten Lipide und 
Proteine mittels anderer Methoden notwendig. Für die Proteinmarker wurden daher 
immunhistochemische Färbungen mit den entsprechenden Antikörpern eingesetzt. 
Es konnten die massenspektrometrischen Daten bestätigt werden. Diese Form der 
Validierung steht jedoch nicht für Lipide zur Verfügung. Daher muss nach Methoden 
gesucht werden, welche dies gestatten. Vielversprechende Entwicklungen gibt es 
hier in dem Bereich der nichtlinearen Raman-Spektroskopie und der Sekundärionen-
Massenspektrometrie (Daemen et al. 2016). 
Alle in den Kapiteln 6.1 und 6.2 diskutierten Aspekte lassen sich kombiniert auf eine 
Fragestellung reduzieren: Wie können spektrale Daten in molekulares Wissen 
übersetzt werden? Es zeigt sich, dass die Bioinformatik dabei eine übergeordnete 
Rolle spielt, indem sie als Hilfsmittel in allen genannten Bereichen fungiert. Das 
große Potential dieser Technik zeigt sich in aktuellen Konzepten wie METASPACE 
(Palmer et al. 2016). In diesem Projekt werden Datenbanken hochauflösender MS-
Imaging-Messungen angelegt, um effiziente Algorithmen zu entwickeln die aus den 
komplexen spektralen Daten molekulare Annotationen und biologische 
Interpretationen liefern sollen.  
 
6.3 Tumorheterogenität 
Tumore entstehen durch Akkumulation genetischer und epigenetischer 
Veränderungen. Bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches kommt es im 
Vorfeld zu einer wachsenden Gruppierung von Zellen mit tumor-assoziierten 
genetischen Veränderungen in der Schleimhaut. Dies kann an mehreren Stellen 
geschehen, welche jedoch häufig histologisch unauffällig sind. Dieser Vorgang wird 
als Feldkanzerisierung bezeichnet. Nach Entfernung des Primärtumors können diese 
Areale unbemerkt im Gewebe verbleiben und werden daher als eine Ursache für die 
hohe Rezidivrate angesehen (Leemans et al. 2011). 
Dieser Vorgang kann zu einer intratumoralen Heterogenität führen. Dies ist von 
großer Bedeutung, da diese Veränderungen zusammen mit der Existenz spezifischer 
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Zellpopulationen, die Stammzelleigenschaften aufweisen (Prince et al. 2007), dazu 
beitragen, dass es innerhalb des Tumors Zellen gibt, welche auf Radio- und 
Chemotherapie ansprechen, während andere Bereiche resistent sind.  
Diese genetischen Veränderungen konnten bereits vielfach gezeigt werden 
(Leemans et al. 2018). Projekte wie The Cancer Genome Atlas (TCGA) und 
International Cancer Genome Consortium (ICGC) konnten zahlreiche neue 
Erkenntnisse zur Tumor-Genomik liefern und die pathologische Forschung und Arbeit 
maßgeblich beeinflussen (Cooper et al. 2018). Jedoch ist der Einfluss der 
genetischen Veränderungen auf Proteinebene noch nicht ausreichend untersucht. 
Somit stellt diese Arbeit einen wichtigen Schritt in Richtung Aufklärung der 
Pathogenese von Kopf-Hals-Tumoren dar. 
Die Untersuchung der geweblichen Heterogenität auf histologischer Ebene war ein 
Schwerpunkt dieser Arbeit. In allen Publikationen konnte gezeigt werden, dass 
mittels MALDI-MS Imaging die molekulare Heterogenität der Gewebeproben 
visualisiert werden kann. Die verschiedenen Datenanalysen - Segmentierung und 
pLSA - reflektieren die heterogene Zusammensetzung sowohl auf Protein- als auch 
auf Lipidebene. Dies konnte bereits für zahlreiche andere Tumore gezeigt werden 
(Rodrigo et al. 2014, Balluff et al. 2015). Dies gelang ebenso bei Kopf-Hals-Tumoren, 
jedoch nicht unter Verwendung von FFPE-Gewebe (Widlak et al. 2016). 
Die Unterscheidung von feinen histologischen Strukturen wie der Stromabereiche 
des Tumors war nicht möglich. Da es sich teilweise um wenige Zellen oder nur einer 
Zellreihe handelt, konnten diese mit einer räumlichen Auflösung von 50 µm nicht 
voneinander getrennt werden. Für die Analyse von kleinen Molekülen sind in den 
letzten Jahren Methoden und Instrumente entwickelt worden, die eine räumliche 
Auflösung von 5 bis 10 µm gewährleisten (Rompp und Spengler 2013). Für die 
Detektion enzymatisch verdauter Proteine liegt der Standard jedoch noch immer bei 
50 µm. An einer Verbesserung auf diesem Feld wird ebenfalls innerhalb des bereits 
erwähnten AIF-Projektes (Kapitel 4) gearbeitet. 
Die identifizierten Proteine sind vorwiegend Strukturproteine (Kapitel 5.3/Hoffmann et 
al.). Diese sind in die epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) involviert (Thiery 
2002). Dieser Prozess wird mit Tumorinvasion und Metastasierung in 
Zusammenhang gebracht. Indem ihre Verteilung innerhalb des Tumorgewebes 
dargestellt werden kann, ist auch die Aufklärung der Prozesse an der 
Infiltrationszone möglich. 
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Neben der Bedeutung des Einsatzes der Proteomik für ein besseres Verständnis der 
Tumorbiologie stellen Proteine geeignete Biomarker dar. Für Plattenepithelkarzinome 
wurden bereits zahlreiche proteomische Marker vorgeschlagen (Malik et al. 2016). 
Diese Arbeit reiht sich somit in das aktuelle Forschungsfeld ein. Zukünftig müssen all 
diese potentiellen Marker validiert werden, indem diese in groß angelegten zentralen 
Probensammlungen studiert werden. Ebenso ist eine striktere Fokussierung der 
Biomarkersuche nötig, bei der konkrete klinische Fragestellungen mit geeignetem 
und zuvor entsprechend ausgewähltem Probenmaterial bearbeitet werden. Dies 
macht den Einsatz von FFPE-Gewebe zwingend notwendig, da nur so ausreichend 
Material zur Verfügung stehen wird. Hier kann die Arbeit durch das Etablieren eines 
Protokolls für die Verwendung von FFPE-Gewebe für MALDI-MSI dazu beigetragen. 
Lipide spielen eine entscheidende Rolle in zellulären Prozessen, welche in die 
Karzinogese involviert sind wie der Proliferation, dem Zelltod und dem Zellüberleben. 
Es konnte bereits mehrfach gezeigt werden, dass es tumorspezifische 
Lipidveränderungen gibt (Zhao et al. 2015). Dies führte dazu, dass in den letzten 
Jahren das Feld der Lipidomik in der Tumorforschung als vielversprechende 
Erweiterung neben der Genomik und Proteomik etabliert wird (Perrotti et al. 2016). 
Innerhalb dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Kopf-Hals-Tumore auch 
hinsichtlich ihrer Lipidzusammensetzung heterogen sind. Insbesondere die Klasse 
der Phosphatidylcholine konnte in der epithelialen Tumorkomponente nachgewiesen 
werden. Das diagnostische Potential dieser Lipide konnte bereits in Studien gezeigt 
werden, welche in Lungen- und Brustkarzinomen höhere Level nachwiesen als in 
gesunden Kontrollen (Perrotti et al. 2016). Dies unterstützt das Potential von MALDI-
MSI für zukünftige diagnostische Anwendungen.  
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7. Schlussfolgerungen 
Mit jeder Veröffentlichung im Rahmen der Promotion konnten neue Aspekte der 
molekularen Charakterisierung von Kopf-Hals-Tumoren gezeigt werden: (I) Zum 
einen die Untersuchung von Lipiden mittels MALDI-MS Imaging bei hoher 
Massenauflösung, (II) zum anderen eine komplexe 3D-Darstellung der molekularen 
Informationen in Kombination mit (immun-)histochemischen Informationen, sowie (III) 
die Anwendung von MALDI-MSI zum Auffinden neuer und bereits bekannter 
Biomarker. 
Mittels MALDI-MS Imaging ist es möglich, bisher unbekannte Veränderungen in der 
Protein- und Lipidzusammensetzung von Kopf-Hals-Tumoren zu detektieren und 
somit die genetische Tumorheterogenität auf molekularer Ebene zu untersuchen. 
Zudem können bereits bekannte Marker in die Analysen einbezogen und visualisiert 
werden. Darüber hinaus können diese Daten mit bereits etablierten histologischen 
Methoden korreliert werden. Um die gefundenen Signaturen zu bestätigen, müssen 
diese zukünftig an einer großen Probenanzahl getestet werden. 
Für ein besseres Verständnis der Biologie von Kopf-Hals-Tumoren kann MALDI-MSI 
eingesetzt werden. Im speziellen können die aktuellen Fragestellungen wie die der 
Tumorstammzellen, die Immuncheckpoint-Inhibitoren oder die Charakterisierung von 
Patientenuntergruppen bearbeitet werden.  
Die Gesamtheit der Arbeit unterstützt die Hypothese, dass MALDI-MS Imaging ein 
Werkzeug ist, welches sich für die Tumorforschung etabliert hat und darüber hinaus 
durch Weiterentwicklung das Potential hat in die klinische Routine zu gelangen. 
Vielversprechend ist hierbei das Konzept, MALDI-MSI in ein Sortiment aus sich 
ergänzenden Techniken einzubinden. Die Verbesserung der Standardisierung der 
Methode und die Weiterentwicklung geeigneter bioinformatischer Hilfsmittel sind 
dabei zwingende Voraussetzungen. 
Die in dieser Arbeit entwickelten Konzepte werden in einem neuen aktuellen SFB-
TransRegio-Projekt (FungiNet - Pathogenic fungi and their host: Networks of 
interaction) für die Untersuchung von Wirts-Pathogen-Interaktionen bei 
Pilzinfektionen genutzt und optimiert. 
Zusammenfassend zeigt sich, dass MALDI-MS Imaging ein vielversprechendes 
Werkzeug für die Tumorforschung ist. Eine weitere Optimierung der Methode, vor 
allem der Standardisierung im Bereich der Probenvorbereitung sowie der Daten- und 
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Bildauswertung ist notwendig, um MALDI-MS Imaging zukünftig für diagnostische 
Zwecke zur Verfügung zu stellen.  
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